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&所致线粒体损伤
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细胞的保护作用及可能机制(

方法
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采用
6DD

d处理
DG#!

细胞建立线粒体损伤模型#测定线

粒体膜电位和线粒体
'KD

合成#

DGN

检测线粒体
?>'

及
.@;F#

$

>JGF#
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LGHE

基因表达#蛋白质印迹检测线粒体融合相关

蛋白表达变化(

结果
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6DD
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能增加
6DD

d处

理后线粒体
?>'

及
.@;6#

$

>JG6#

$

LGHE

基因表达%

.

$

"<"$

&+

5)3W

增加
6DD

d处理后
@

H

)F#

和
642F#

蛋白的表达#而抑制

?1

H

F#

和
]-;F#

蛋白的表达%

.

$

"<"$

&(
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体损伤
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帕金森病%

D)1T-2;/2*-;+);+
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D?

&是一类常见

的中枢神经系统慢性退行性疾病#随着年龄增加其

发病率逐渐增高#主要影响
$"

岁以上人群-

#

.

(

D?

的病理学特征是发生于黑质多巴胺能神经元的变性

与坏死#造成向纹状体转运的多巴胺减少#临床表现

为静止性震颤为特征的运动功能障碍-

!

.

(

D?

患者

发生多巴胺能神经元损伤的机制被认为与包括遗传

在内的多种因素相关#其中神经元线粒体功能障碍

在
D?

所致神经元变性中起到关键作用-

&

.

(许多以

神经细胞氧化应激及线粒体功能障碍为靶点的化合

物#在离体及在体实验中被证明对多巴胺能神经元

具有保护作用-

C

.

(
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$E%

/



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
%

月#第
&%

卷

传统中药丹参是唇形科植物甘西鼠尾草的干燥

根#被传统医学广泛应用于心绞痛$心肌梗死$卒中

等心脑血管疾病的预防与治疗-

$

.

(丹参提取物包含

#E

种以上具有生物活性的化合物#可分为脂溶性和

水溶性两类#其中丹酚酸
W

%

;)3:-)2/3-()(-*W

#

5)3W

&是含量较高$活性较强的一种水溶性成分-

%

.

(

以往研究表明#

5)3W

具有抗氧化$保护缺血再灌注

损伤$防治动脉粥样硬化等作用-

BFE

.

#其抗肿瘤作用

也在多种人类肿瘤细胞系中得到证实-

L

.

(一项研究

表明#

5)3W

可通过其抗氧化活性#对
%F

羟多巴胺所

致
5SF5̀ $̀

细胞凋亡发挥保护作用-

#"

.

(但
5)3W

对
D?

相关损伤神经元的保护作用机制仍不明确(

因此#本研究采用
#F

甲基
FCF

苯基吡啶离子%

#F

,+7J

8

3FCF

H

J+2

8

3

H8

1-*-2-0,

#

6DD

d

&处理
DG#!

细

胞#建立
D?

的离体细胞模型#观察
5)3W

对细胞线粒

体功能的影响#并探讨其可能的作用机制#为临床应

用提供理论依据(

/

!

材料和方法

#<#

!

主要试剂及仪器
!

实验用
DG#!

细胞由北京

生物化学与细胞生物学研究所提供+胎牛血清由杭

州四季青公司提供+

?6M6

细胞培养基由
Z-R(/

公

司提供+线粒体膜电位染料
NJ#!&

$胰蛋白酶由

5-

I

,)

公司提供+线粒体
'KD

合成试剂盒由
W?

公

司提供+

@

H

)F#

$

642F#

$

?1

H

F#

$

]-;F#

和
-

F)(7-2

抗体

由
G+335-

I

2)3-2

I

公司提供+

NKFDGN

及蛋白质印迹

检测试剂盒由
5-

I

,)

公司提供(

#<!

!

实验分组及处理
!

实验分为
&

组!正常对照

组$

D?

模型组$

5)3W

处理组(正常对照组
DG#!

细

胞常规培养#

D?

模型组
DG#!

细胞加入
#""

0

,/3

"

P

6DD

d制备
D?

模型#

5)3W

处理组
DG#!

细胞在损伤

后
!J

加入
$"

0

,/3

"

P5)3W

共培养(

#<&

!

细胞线粒体功能的测定

#<&<#

!

线粒体膜电位检测
!

线粒体膜电位水平采

用
NJ#!&

荧光染色法进行测定(

DG#!

细胞被接种

于共聚焦细胞爬片上#经过各种处理后#加入

#"

0

,/3

"

PNJ#!&

染料在黑暗中
&Bc

培养箱中孵育

#J

(孵育完成后#避光弃去孵育液#在共聚焦荧光

显微镜下检测荧光强度#结果表示为与正常对照组

荧光强度的百分比(

#<&<!

!

线粒体
'KD

合成检测
!

线粒体
'KD

合成

检测采用
W?

公司提供的商品化试剂盒进行(

DG#!

细胞经过各种处理后#采用梯度离心法分离出线粒

体#加入
&"

0

P

缓冲试剂
'

和
W

#室温下孵育

#",-2

(反应在酶标仪中进行记录#以加入
"<#

,,/3

"

P'?D

为开始#记录
$,-2

#结果表示为与正

常对照组
'KD

合成速率的百分比(

#<C

!

DGN

法测定细胞线粒体
?>'

含量
!

线粒体

?>'

含量检测采用
NKFDGN

法进行(提取
DG#!

细胞
?>'

作为内参#用于检测线粒体
?>'

的引物

序列为!正义
${F'K'KKKKG'GKZGKZ'ZK

GGGZKZ ZF&{

+反义
${F''K KKG ZZK KZZ

ZZKZ'GGKGZZ'ZF&{

(

#<$

!

实时定量
NKFDGN

测定线粒体生物发生相关

转录因子表达
!

扩增曲线反应条件!

L$c

预变性
$

,-2

+

L$c

变性
!";

#

%"c

退火
&";

#

B!c

延伸
!";

#

在此阶段进行荧光信号采集#共
C"

个循环+溶解曲

线反应条件!

%"

"

L$c

每循环温度升高
"<$c

#维持

!";

#采集荧光信号#共
B#

个循环(所用引物序列!

DZGF#

正义
${FZKZG'ZGG' 'Z'GKGKZK

'KZ ZF&{

+反义
${FZKGG'Z ZKG 'KK G'G

'KG ''Z KKGF&{
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#反义
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${F

Z'''ZG'G' ''KG''Z'ZZ'ZF&{

#反义
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Z'D?S

正义
${FZZZKG'Z''ZZ'KKGGK'

KZF&{

#反义
${FZZKGKG'''G'KZ'KGKZ

ZZF&{

(结果以与正常对照组各基因表达水平的倍

数值表示(
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!

蛋白质印迹法测定线粒体融合与分裂相关蛋

白
!

根据蛋白定量结果#按照每孔加样量为
C"

0

I

蛋白进行上样#并取一泳道加入预染
6)1T+1

(常规

电泳$湿转$牛奶封闭后#分别加入抗
@

H

)F#

$

642F#

$

?1

H

F#

和
]-;F#

的一抗#

Cc

孵育过夜#对应二抗室温

孵育
#J

#化学发光#使用
A,)

I

+.

软件对压片后各

蛋白条带进行分析#计算相对表达量(

#<B

!

统计学处理
!

采用
5D55#%<"

统计软件#计量

资料以
%

-i(

表示#多组间均数比较使用单因素方差

分析%

'>@='

&#检验水准%

+

&为
"<"$

(

-

!

结
!

果
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对
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杨军岭#等
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丹酚酸
W

对
6DD

d所致线粒体损伤
DG#!

细胞的保护作用

伤的影响
!

结果表明!与
D?

模型组相比#

5)3W

处理

组细胞在损伤后
#!

$

!C

$

CEJ

可显著抑制
6DD

d所

致的
DG#!

细胞线粒体
'KD

合成能力下降%图

#'

&(线粒体膜电位变化检测结果%图
#W

$

#G

&表

明!

6DD

d显著降低
DG#!

细胞线粒体膜电位水平#

5)3W

可抑制
6DD

d所致线粒体膜电位的降低(

图
/

!

H'4J

可减轻
EII

X所致
I@/-

细胞线粒体功能障碍

'

!

'KD

合成能力的测定+

W

!线粒体膜电位测定的
NJ#!&

染色%

@1-

I

-2)3,)

I

2-4-()7-/2

!

k!""

&+

G

!线粒体膜电位的测定结果
<

"

.

$

"<"$

与正常对照组比较+

(

.

$

"<"$

与
D?

模型组%

66D

d

&比较
<,g&

#

%

-i(

!<!

!

5)3W

保护
6DD

d处理后线粒体生物发生
!

结

果%图
!'

&表明!

6DD

d处理后
DG#!

细胞线粒体

?>'

含量显著降低%

.

$

"<"$

&#

5)3W

可明显抑制线

粒体
?>'

含量的降低%

.

$

"<"$

&(线粒体生物发

生相关基因
.@;6#

$

>JG6#

和
LGHE

的表达结果

表明!

6DD

d处理后
.@;6#

$

>JG6#

$

LGHE ,N>'

表达较正常对照组降低#而
5)3W

可明显增加
6DD

d

处理后这些基因的表达%

.

$

"<"$

&(

图
-

!

H'4J

保护
EII

X处理后线粒体生物发生

'

!线粒体
?>'

含量测定结果+

W

!线粒体生物发生相关基因的表达
<

"

.

$

"<"$

与正常对照组比较+

(

.

$

"<"$

与
D?

模型组

%

66D

d

&比较
<,g&

#

%

-i(

!<&

!

5)3W

调控
6DD

d损伤后线粒体融合"分裂相

关蛋白表达
!

蛋白质印迹检测结果%图
&

&表明!

6DD

d处理后#线粒体融合相关蛋白
@

H

)F#

和
642F

#

的表达较对照组降低#而线粒体分裂相关蛋白

?1

H

F#

和
]-;F#

的表达明显增高%

.

$

"<"$

&(与
D?

模型组相比#

5)3W

可抑制
6DD

d所致的
@

H

)F#

和

642F#

的表达降低#并降低
?1

H

F#

和
]-;F#

的表达增

加%

.

$

"<"$

&(

/

BE%

/
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H'4J

调控
EII

X损伤后线粒体融合(分裂相关蛋白表达

'

!蛋白质印迹图+

W

!定量分析结果
<

"

.

$

"<"$

与正常对照组比较+

(

.

$

"<"$

与
D?

模型组%

66D

d

&比较
<,g&

#

%

-i(

>

!

讨
!

论

线粒体因为在人类疾病中扮演重要角色而受到

广泛关注#线粒体功能障碍是
D?

的重要致病因素

之一-

##

.

(线粒体是
N@5

的重要来源#由于
N@5

可

直接损伤线粒体酶$导致线粒体
?>'

突变$改变线

粒体膜通透性#使得线粒体极易受到氧化应激损伤(

多种与
D?

发生发展相关的重要分子#如
DA>\#

$

?.F#

$

+

突触核蛋白等#均与线粒体的结构或功能密

切相关-

#!

.

(此外#多种特定的线粒体
?>'

多态性

或单倍型被报道与
D?

的发病风险相关#而研究发

现线粒体
?>'

或线粒体
?>'

聚合酶
FZ

的突变可

导致帕金森运动障碍-

#&F#C

.

(同样#线粒体功能障碍

与
D?

所致神经细胞损伤的相关性也被流行病学资

料所证实#这些资料表明许多以线粒体为靶点的神

经毒剂可导致
D?

发生-

#$

.

(本研究发现#

6DD

d处

理可造成线粒体膜电位下降和线粒体
'KD

合成障

碍#这些结果表明
6DD

d所致的
DG#!

细胞损伤与

线粒体功能密切相关(

线粒体是细胞能量代谢的重要调节子#较高的

线粒体数量和质量被认为对细胞具有保护作用(线

粒体
'KD

合成的增加是评估线粒体功能提高的重

要指标#在病理状态下#细胞可通过增加线粒体生物

合成来实现
'KD

合成增加-

#%

.

(线粒体生物发生被

定义为线粒体的增殖与分裂#可在损伤因素或外界

环境刺激下激活#受到多种信号通路的调控-

#B

.

(当

刺激因素超过阈值时#线粒体电子传递链受到破坏#

表现为膜电位下降和
'KD

合成障碍#进而导致细胞

色素
G

等促凋亡因子释放#

W(3F!

家族蛋白表达异

常#最终导致细胞凋亡-

#B

.

(研究表明#多种核基因

编码的特异性转录因子与线粒体生物发生相关#如

DZGF#

$

>N]F#

和
K]'6

等-

#E

.

(在本研究中#

6DD

d处理造成线粒体
?>'

和这些转录因子表达

的明显降低#而
5)3W

可明显逆转这些变化(这些结

果强烈提示#

5)3W

对
DG#!

细胞线粒体功能的保护

作用很可能与维持线粒体生物发生相关(

线粒体在细胞受到刺激时发生适应性功能调整

的重要方式之一是线粒体网络结构的变化#这一过

程包括了线粒体分裂和融合两种方式-

#L

.

(这些动

态的过程在神经细胞中特别重要#因为它们处在漫

长的有丝分裂后静止期#具有较高的能量需求(研

究表明线粒体分裂和融合相关蛋白的表达异常与中

枢神经系统疾病密切相关-

!"

.

(在脊椎动物中#多种

高相对分子质量
ZKD

酶类#如
@

H

)F#

$

642F#

$

?1

H

F#

和
]-;F#

等#参与了线粒体融合和分裂过程的调

控-

!#

.

(这些分子是影响线粒体形态的重要因素#它

们还可通过
();

H

);+

相关的信号途径参与调控细胞凋

亡(通过激活
642F#

或
@

H

)F#

的方式抑制线粒体碎

裂可减少细胞凋亡#而使用
?1

H

F#

的拮抗剂
,*-:-F#

可抑制
7W-*

所致的线粒体细胞色素
G

释放-

!!F!&

.

(在

本研究中我们发现#

6DD

d处理
DG#!

细胞后#

@

H

)F#

和
642F#

表达降低#而
?1

H

F#

和
]-;F#

表达升高#表明

损伤后线粒体融合减少而分裂增加(

5)3W

处理可显

著拮抗
6DD

d引起的这些分子表达的变化#说明
5)3W

对
DG#!

细胞线粒体功能的保护作用与其对线粒体融

合和分裂过程的调节相关(

综上所述#本研究发现#一种丹参的活性提取成

/

EE%

/
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第
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期
<

杨军岭#等
<

丹酚酸
W

对
6DD

d所致线粒体损伤
DG#!

细胞的保护作用

分
5)3W

可显著减轻
6DD

d所致的
DG#!

细胞线粒体

损伤#这种保护作用可能是通过对线粒体生物发生

和线粒体融合与分裂相关蛋白的调控而实现(

!参 考 文 献"

-

#

.

!

?+a7+1?K

#

.+22+1D<D)1T-2;/2*-;+);+

!

41/,

H

)7J/3/

I8

7/,/3+(03)1*-;+);+,+(J)2-;,;

-

.

.

<]1++N)*-(W-/3

6+*

#

!"#&

#

%!

!

#&!F#CC<

-

!

.

!

S-1;(JMG<6+(J)2-;,)2*(/2;+

Y

0+2(+;/42+1:+(+33

*+)7J-2D)1T-2;/2

,

;*-;+);+

-

.

.

<.>+01)3K1)2;,

50

HH

3

#

#LLL

#

$%

!

#!BF#&B<

-

&

.

!

W+)36 ]<6-7/(J/2*1-)

#

/a-*)7-:+*),)

I

+

#

)2*

-243),,)7-/2-2D)1T-2;/2

,

;*-;+);+

-

.

.

<'22>`'()*

5(-

#

!""&

#

LL#

!

#!"F#&#<

-

C

.

!

]+2

I

U

#

U+-S

#

P-0ZK<DJ)1,)(/3/

I

-()3;70*

8

/4

7J+ 2/:+3 (/,

H

/02* ]P̂ )

I

)-2;7 +a

H

+1-,+27)3

D)1T-2;/2

,

;,/*+3;)2*-7;)(7-:+,+(J)2-;,

-

.

.

<6/3

>+01/R-/3

#

!""$

#

&#

%

#F&

&!

!L$F&""<

-

$

.

!

G)/U

#

Z0/OU

#
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Ĵ)2

I

.K

#

?0ZS<M44+(7/4

;)3:-)2/3-()(-*;41/,J&20-N&5:0&3)05"0/11!0P&3/2

1+

I

-/2)3(+1+R1)3R3//*43/V)2*

H

3)7+3+7)

II

1+

I

)7-/2-2

1)7;

-

.

.

<DJ

8

7/,+*-(-2+

#

!""!

#

L

!

C"$FC"L<

-

B

.

!

GJ+2K

#

P-0U

#

GJ)/O

#

Ĵ)2

I

P

#

_0`

#

S0/.

#

+7

)3<5)3:-)2/3-()(-*W)77+20)7+;R1)-2*),)

I

+)2*

-243),,)7-/2)47+171)0,)7-(R1)-2-2

[

01

8

-2,-(+

-

.

.

<

W1)-2N+;W033

#

!"##

#

EC

!

#%&F#%E<

-

E

.

!

GJ+25G

#

P-2`P

#

S0)2

I

W

#

U)2

I

?P

#

GJ+2

I

..<

5)3:-)2/3-()(-* W ;0

HH

1+;;+;A]>F

.

F-2*0(+*.'\

"

5K'K#)(7-:)7-/2-2+2*/7J+3-)3(+33;

-

.

.

<KJ1/,RN+;

#

!"##

#

#!E

!

$%"F$%C<

-

L

.

!

U)2

I

^5

#

P0/D

#

?)-5S

#

P-0^W

#
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